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System bzw. Verfahren zur Herstellung rekombinanter Proteine 



Die Glykosylierung stellt eine der wichtigsten post-translationalen Modifikationen 
von Proteinen in eukaryotischen Zellen dar, sie kann zahlreiche Auswirkungen auf 
die Funktion und Struktur, die physikalischen Eigenschaften und das Zielverhal- 

25 ten von einzelnen Proteinen haben. Im Allgemeinen werden den Kohlenhydratre- 
sten signifikante Effekte in Bezug auf die Struktur und die physiko-chemischen 
Eigenschaften eines Proteins zugeschrieben. Die Kohlenhydratreste konnen auch 
die enzymatische Aktivitat, die Antigenizitat und die Temperaturstabilitat eines 
Proteins beeinflussen. Die Zucker konnen uber die e-Aminogruppe eines Aspara- 

30 ginrests (/V-glykosidische Bindung) oder uber die Hydroxylgruppe eines Serin- 
oder Threoninrests (O-glykosidische Bindung) an das Protein gebunden sein. 
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Die /V-gebundene Proteingiykosylierung ist die bei weitem haufigste in Eukaryo- 
ten gefundene Proteinmodifikation und beeinflusst sekretorische Proteine. Der 

komplexe-Glykosylierungsprozess-beginnt-an-der-zytoplasmatischen Oberflache 

des Endoplasmatischen Retikulums (ER) mit dem Aufbau eines Oligosaccharids 

5 auf dem Lipidtrager Dolichylpyrophosphat [Burda, P. and Aebl, M. (1999) The 
dolichol pathway of AHinked glycosylation. Biochim Biophys Acta, 1426, 239- 
257]: Zwei /V-Acetylglukosamin- und funf Mannosereste werden schrittweise an 
dieses Lipid gebunden. Das an Lipide gebundene Oligosaccharid (LLO) wird dann 
in das Lumen des ER eingeschwenkt, wo durch die Addition von vier Mannose- 

10 und drei Glukoseresten das LLO in seiner ganzen Lange erhalten wird. In der 

zentralen Reaktion dieses Prozesses wird das Oligosaccharid auf ausgewahite As- 
paraginreste der neu synthetisierten Polypeptide transferiert. Diese Reaktion wird 
durch die Ollgosaccharyltransferase (OTase) im Lumen des ER katalysiert. Die 
OTase ist ein Komplex, der aus zumindest acht Untereinheiten aufgebaut ist und 

15 dieses Enzym ist fur die Ausbildung der /V-glykosidischen Bindung verantwortlich. 
Wahrend dem sich das Oligosaccharid des Glykoproteins immer noch im ER be- 
findet werden diesem schnell drei Glukosereste und ein Mannoserest entnom- 
men. Die Glykoproteine werden dann zum Golgiapparat transportiert, wo eine 
weitere Zurechtschneidung und Addition von Zuckerresten erfolgt, bevor die so 

20 behandelten Glykoproteine zu ihrem endgultigen Bestimmungsort gelangen [Var- 
ki, A., Cummings, R., Esko, J., Freeze, H., Hart, G. and Marth, 3. (1999) Essenti- 
als ofGlycobiology. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 
New York]. Wahrend dem die LLO-Synthese einen hochkonservativen Prozess in 
eukaryotischen Zellen darstellt, sind die Modifikationen im Golgiapparat nicht nur 

25 Spezies-spezifisch sondern zudem Zelltyp-spezifisch und fuhren zu einem hohen 
Diversifikationsgrad in Bezug auf die Struktur der /V-gebundenen Oligosaccharide. 

Die Produktion menschlicher Proteine bzw. Eiweisse in einer Vielzahl von hetero- 
logen Expressionssystemen wurde zu einer wichtigen Technik zur Herstellung 
30 rekombinanter Proteine zu Forschungs- und pharmazeutischen Anwendungs- 
zwecken. Es ist allgemein anerkannt, dass fur diese Produktion kein universelles 
Expressionssystem existiert. Zudem hangt die Auswahl eines Zelltyps zur Expres- 
sion v on het eroloaen Proteinen von vielen Faktoren ab, welche Zellwachstum- 
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scharakteristika, Expressionspegel, intrazellulare oder extrazellulare Expression 
und die biologische Aktivitat des interessierenden Proteins ebenso umfassen wie 
dessen geplante Verwendung. Eines der wichtigsten der zu beachtenden Kriterien 
betrifft die Frage, ob ein Protein zu dessen Verwendung glykosiliert sein soil. 
5 Viele Therapeutika fur Menschen sind Glykoproteine und die Bedeutung der post- 
translationalen Modifikation von Polypeptiden mit definierten Oligosacchariden ist 
durch deren Einfluss in zahlreichen biologische Phanomenen sehr gut beschrie- 
ben. 

10 Bei in Saugern vorkommenden Glykoproteinen sind die Mehrzahl der N-Glykane 
vom komplexen Typ, sie bestehen aus einem von zwei /V-Acetylglukosaminen 
und drei Mannoseresten gebildeten Pentasaccharid-Kern. Dieser Kern ist die aus 
dem ursprunglichen von Dolichylpyrophosphat an Proteine erfolgten Transfer ub- 
rig bleibende Struktur. Er wird im Golgi weiter modifiziert mit Antennen, welche 

15 zusatzliche /V-Acetylglukosamin-, Galaktose-, Sialylsaure- und oft Fukosereste 
umfassen. Dabei ist die Ausbildung einer riesigen Vielfalt von beeindruckend 
komplexen Oligosaccharidstrukturen moglich. Die Bedeutung von solch komple- 
xen /V-Glykanen und die grundlegende Funktion dieser Strukturen werden durch 
Experimente gezeigt, in denen sogenannte "KO"-Mause verwendet werden, die 

20 unfahig sind, solche /V-Glykane des komplexen Typs zu synthetisieren. Solche 
Mause sterben vor ihrer Geburt. Erst kurzlich wurden kongenitale Storungen der 
Glykosylierung (congenital disorders of glycosylation = CDG) beim Menschen be- 
schrieben. Diese betreffen eine Gruppe von kongenitalen, multisystematischen 
Krankheiten, welche durch das Fehlen der Erzeugung von /V-Glykanen charakteri- 

25 siert sind. Diese Storungen manifestieren sich durch eine grosse Vielzahl von kli- 
nischen Merkmalen, wie z.B. Storungen in der Entwicklung des Nervensystems, 
psychomotorische Retardierung, Missbildungen, Hypotonie, Koagulationsstorun- 
gen und Fehlen von Immunabwehrreaktionen. Das breite Merkmalspektrum wi- 
derspiegelt die entscheidende Funktion der /V-Glykoproteine wahrend der Em- 

30 brionalentwicklung, Differenzierung und Aufrechterhaltung von Zellfunktionen 
und betont die Bedeutung der korrekten Oligosaccharidstruktur. 
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oa dia Mebrzah, dar therapautisch ralavanten Protalna In deren 
man glykosyliart sind, sollten diase a,s rekombinanta Prote.ne "WW 

"Ida wlrd das Steuern das GiykosyHerungsmusters ,n dar Qua„^kon ^ 
von rakombinantan Protean immar wicbtigar. dan* die 

k ung und Konstanz sichergesteilt werden kann. Systeme zur Express.on von g y- 
osylierten Protean warden entwickelt, dabe, werden Zeillinien aus ^Ova «n das 
Chinesiscnen Hamsters (CHO, [Gra benborst, E., Scbienke, P., Pohl, S., N.mtz M. 
and conradt, H.S. (1999) Genetic ang,naar,ng of recombinant giycoprote. and 
the glycosylate pathway In mammalian hostcaUs. Glycoconjug^e Journal^ 
81-97.],, Insektenzeiien CAItmann, P., Staudacher, E„ Wiison, I.B. and Marz, L. 
(1999) Insect ca„s as hosts for tha expression of recombinant g,y»prota^ G/y- 
coconjugate Journal, 16. 109-123.] odar Pilzzellen [Malissard, M., Zeng, S and 
Zi. « (1999) Tba yaast axprass.on systam for racomb.nant glycosy -s ; 
farasas. Glycoconjugate Journal, 16, 125-139. or Maras, M., van D,a, I., Contra 
ras, R. and van dan Honda,, C.A. (1999) Rlamantous fungi as production organ- 
isms for glycoprotalns of bio-madical intarast. Glycoconjugate Journal. 16, 99- 
0 am mall verwende, Aiie diasa Za.ilinian baban dia Panigkait P = zu 
glyk osy„eren (ainan grundlagandan Prozass in aukaryouscban Zeiien), abar 
dar Produktion von rakombinantan giykosylierten Proteinen we,sen ia gros- 
Untarschiada auf. Wle oban arwahnt, 1st dia Synthasa dar LLO und dar Transfer 
da oTi osaccbarida zu Poiypaptidan ain bochkonsarvativar Mechanismus ,n ailan 
Eu aryotan, woba, die Waitarbaarbaitung und das Zurechtstutzen dar ^« 
lm G oTg, zwischen dan Organisman und dan Zaiitypen varilart. Aus d,esen Gru 
dan ,st d,a endgOIhge Struktur das rakombinantan Giykoproteins dure , d, zur 
Produktion varwandata Zaiia bastimmt. Normalerwaisa warda »• « 
Exprassion von rakombinantan Giykoprotainan varwandat. Soicha Zellen s nd 
ba ahigt, /V-Giykana das komplaxan Typs zu synthetisieran. Ein.ga menscl*che, 
lespeziflLe, endstandige Zuckerreste kdnnen durcb diasa Zaiian ]ado* 
, nicht synthatisiart werden, wall sia nicht dia antsprachand notwand,gan Glyko- 
I farasan axprimiaran. Aus diasam Grand mUssen dia Wlrtsza linler ^durch 
das EinfQgan von Giykosyltransferasen mittals Genmanlpu,a«on varbassart war 
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Insektenzellen werden ebenfalls oft zur Produktion von rekombinanten Proteinen 
verwendet, well sie durch eine Infektion mit starken, Baculovirus-basierenden 
Genexpressionsvektoren befahigt werden, grosse Mengen eines interessierenden 
Proteins zu synthetisieren. Zudem konnen sie post-translationale Modifikationen 
bereitstellen, welche denjenigen von mittels Saugerzellen produzierten gleichen. 
Der /V-glykosylierungs-Weg in Insekten verlauft parallel zur Synthese in Saugern 
bis zur Bildung des Kernpentasaccharids. Normalerweise exprimieren Insekten- 
zellen keine zusatzlichen Transferasen im Golgi, so dass die so produzierten N- 
Glykane verkurzt (paucimannosidisch) vorliegen, anstatt als N-Glykane des kom- 
plexen Typs, wie er in Saugerzellen gefunden wird. 

Pilze, im speziellen Saccharomyces cerevisiae oder Pichia pastoris, sind brauch- 
bare Wirtsorganismen zur Produktion von heterologen eukaryotischen Proteinen. 
Diese Systeme kombinieren wohlbekannte Techniken zur molekularen und gene- 
tischen Manipulation, die Zellen sind leicht zu ziichten und sie haben die Fahigkeit 
zu komplexen post-translationalen Modifikationen, wie z.B. der Proteinglykosy- 
lierung. Im Gegensatz zu tierischen Zellen schneiden die Pilze die Oligosaccharide 
im Golgi nicht weiter zurecht, sondern sie verlangern diese direkt durch das Hin- 
zufiigen von Mannoseresten zu Mannanen mit bis zu 200 Mannoseeinheiten. Eini- 
ge Glykoproteine entfliehen diesen Modifikationen und ihre Reifung ist dadurch 
beschrankter, so dass kurze Oligosaccharide mit bis zu 13 Mannoseresten ent- 
stehen. 

Diese drei Beispiele der /V-Glykosylierung in Eukaryoten betonen die Unterschiede 
in den Strukturen der /V-Glykane. Die Berucksichtigung der Funktion ergibt, dass 
eine exakte Analyse der Struktur von grundlegender Bedeutung ist. Signifikante 
Verbesserungen in der Strukturanalyse von Kohlehydraten wurden in den ver- 
gangenen Jahren erzielt. Speziell in der Massenspektrometrie (on-line ESI-MS, 
nanospray tandem mass spectrometry (ESI-MS/MS) und verbesserten 
MALDI/TOF-Techniken) wurden sehr empfindliche Instrumente zur Analyse der 
Glykosylierung zuganglich gemacht. 
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Die Bedeutung einer hochdeflnierten OHgosaccharidstruktur von rekomblnanten 
Glykoproteinen steht In scharfem Gegensatz zur Unfahigkeit heutiger 

sache, dass die Struktur e,nes proteingebundenen Oilgosacchands d.rekt durch 
den verwendeten Zelltyp vorbestimmt 1st und dass alia eukaryotischen Produkt,- 
onssystema diese SptfMt zeigen. Es konnte vla..a.cht moglich se.n, eukaryot,- 
scha Zellllnien mlttals Ganmanlpulatlon so zu verandern, dass diasa aina dafl- 
n.erte Ollgosaccharidstruktur pnaduziaran. AUardings macht die Vialzahl dar ,n 
einem Golgikompartement aktlven Glykosyltransferasen das Erreichen e.nas sol- 
chan Ziels sahr schwierig. Die Varwandung von aukaryotlschan Expresslonssy- 
staman umfasst folgande zusiitzlichen Problama: Das Expressionssystem van 
Saugern hat seine Nachtaila grundsatzlich In dar Varwandung von Zuchtmedien 
die Kalberserum anthalten. Hiertoe. warden, wagan ainar rndglichen Kontanvme- 
rung mit BSE (bovine spongiforme encephalopathy), oft Bedenken wagen dar 
Biosicherhelt geaussert. Zudam sind menschliche Zeiliinienkulturen vie, schwien- 
aer steril zu halten. diase Zallen wachsen langsam und verlangen teura Kontroll- 
und Steuarungsalnrichtungen. Wie schon erwahnt, hangt das spezifische synthe- 
tisierte Glykoprotein dirakt von der verwandaten Zelllinie bzw. vom verwendeten 
Zelltyp ab. Mit andaren Worten, ein rekombiniertes Glykoprotein wird nur nut 
selnem aiganan /V-Glykan modiflziart, wenn das haterologa System die entspre- 
chand urspronglichan Enzyme des N-Glykosylierungswegs exprimiert. Sons 
m ussen Wirtszellen durch Ganmanlpulation des Glykosyliarungswegs im Golg, 
(vgl Fig. IB) angepasst werden, was den grossten Nachteil bei der Verwendung 
von menschlichen Zeiillnlen zur Exp re ssion von rekombinantan Glykoproteinen 
darstellt. 

Die Produktion von rekomblnanten Glykoproteinen in Insektenzallan unter Zuhil- 
fenahme des Baculovirus-Expressionssystems umfasst folgende Schwierigkaitan: 
Baculoviren haben grundsatzlich ainen lytischan Infektionsmodus, d.h., wenn be, 
30 der Ernte der Expressions-Produkte eine grosse Menge von Wirtszellen geoffnet 
wird, entleeren diese ihre lysierend bzw. degradierend wirkenden Enzyme. Zu- 
dem erfolgt die maximale Proteinsynthese kurz vor dem Tod dar inflzlerten Zellan 
und as muss mit der MBp lirhkeit oarachnet werden, dass zu diesem Zaltpunkt d,e 
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ganze Proteinmodifikation nicht optimal verlauft. Spezlell fur die Plasma membran 
Oder zur Ausscheidung bestimmte Proteine werden durch die Zerstorung von 
Komponenten des post-translationalen Apparats im sekretorischen Weg beein- 
flusst. Zudem bedeuten Zellkulturen von Insekten im grossen Massstab - wegen 

5 des in Bezug auf Saugerzellen erhohten Sauerstoffverbrauchs und der grosseren 
Empfindlichkeit der Insektenzellen auf Scherkrafte - eine besondere Herausfor- 
derung fur einen Biotechnologen. Wie bei Saugerzellen (vgl. oben) liegt der 
grosste Nachteil der Verwendung von Insektenzellen bei der heterologen Expres- 
sion von /V-Glykoproteinen in der unterschiedlichen Struktur des A/-Glykans. Spe- 

10 ziell das Fehlen von terminalen Sialylsaureresten ist von Bedeutung, well diese 
Zucker eine wesentliche Rolle in der Glykoproteinbiologie spielen. 



Zusammenfassend muss gesagt werden, dass die besprochenen drei eukaryoti- 
schen Expressionssysteme im Wesentlichen unfahig sind, Glykane einer ge- 

15 wunschten Struktur herzustellen. Im Gegensatz zu eukaryotischen Systemen 
bietet das Gram-negative Bakterium Escherichia coli einige technische Vorteile 
fur die Produktion von heterologen Proteinen. Es ist das alteste und produktivste 
System das verwendet wird. Allerdings stellt die Unfahigkeit von E. coli, post- 
translationale Modifikationen von Proteinen auszufiihren, den schwerwiegendster 

20 Nachteil fur deren Verwendung als bevorzugten Wirt fur die Produktion von 
menschlichen Proteinen dar. 



Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht darin, ein System vorzuschla- 
gen, mit welchem rekombinante menschliche oder tierische Proteine, insbeson 
25 dere A/-glykosyIierte Proteine, herstellbar sind. 



Diese Aufgabe wird - gemass einem ersten Aspekt - mit den Merkmaien des un- 
abhangigen Anspruchs 1 gelost, indem ein System zur Herstellung rekombinanter 
menschlicher, tierischer oder pflanzlicher Proteine, insbesondere /V-glykosylierter 
30 Proteine, vorgeschlagen wird, welches dadurch gekennzeichnet ist, dass es einen 
prokaryotischen Organismus umfasst, in den eine genetische Information, wie 
z.B. ein Operon, die fur einen metabolischen Apparat kodiert, der die geforderte 
Proteinglykosylierung ausfuhren kann, eingefuhrt ist. 
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Diese Aufgabe wird - gemass einem zweiten Aspekt - mit den Merkmalen des un- 
abhangigen Anspruchs 7 gelSst, indem ein Verfahren zur Herstellung rekomb.- 
nanter menschlicher, tierischer oderpflanzlicher Proteine, insbesondere A/-glyko- 
sylierter Proteine vorgeschlagen wird, das dadurch gekennzeichnet ist, dass eine 
genetische Information, wie z.B. ein Operon, die fur einen metabolischen Apparat 
kodiert, der die geforderte Proteinglykosylierung ausfuhren kann in einen proka- 
ryotischen Organismus eingefuhrt wird. 

Zusatzliche, das erfindungsgemasse System bzw. das erfindungsgemasse Ver- 
fahren weiterbildende Merkmale ergeben sich aus den jeweils abhangigen An- 
spriichen. 



20 



Vorteile gegenuber aus dem Stand der Technik bekannter Verfahren umfassen: 

Weil es einfacher ist, mit £ coli umzugehen und diese Zellen wachsen zu lassen 
und well die Genetik von E. coli sehr gut bekannt ist, stellt die Herstellung von 
menschlichen, tierischen oder pflanzlichen Glykoproteinen in E. coli einen Durch- 
bruch in der Biotechnologie dar. 

Wie zuvor erwahnt, mussten bisher rekombinante Glykoproteine in weniger ge- 
eigneten eukaryotischen Systemen hergestellt werden. Obwohl die ersten 
Schritte in der Synthese von N-Glykoproteinen in alien Organismen in hohem 
Grade konservativ sind, unterscheidet sich das folgende Zurechtschneiden und 
25 Umwandeln ziemlich klar zwischen einzelnen Eukaryoten. Deshalb hangen d.e N- 
Glykane von rekombinierten Glykoproteinen von den In den verwendeten Expres 
sionssystemen anwesenden Genen ab, welche die Glykosylierung kodieren. 

Die Herstellung von rekombinanten Glykoproteinen wird ermoglicht, bei der die 
30 neu hergestellten N-Glykane sich in ihrer Struktur von den ursprunglichen W-Gly 
kanen unterscheiden. 
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Im Gegensatz dazu bietet der Einbau einer genetischen Information - die fur ei- 
nen metabolischen Apparat kodiert, der die geforderte Proteinglykosylierung 
ausfuhrt, wie z.B. eines Operons - in einen Organismus, der normalerweise ke.ne 
Proteinglykosylierung ausfuhrt, eine Moglichkeit, die Struktur der zu bildenden N- 
Glykane zu manipulieren, indem spezifische Glykosyltransferasen eingefQhrt wer- 



den. 



Einige im Stand der Technik vorliegenden Probleme sowie das erfindungsgema- 
10 sse Verfahren werden nun mittels beispielhaften, schematischen Zeichnungen 
welche den Umfang der vorliegenden Erfindung nicht beschranken sollen - naher 
eriautert. Dabei zeigen: 

Fig. l die Expression von rekombinanten Glykoproteinen in Eukaryoten, 

15 wobei 

Fig. 1A die Expression eines Zielglykoproteins, und 
Fig. IB die Genmanipulation des existierenden Glykosylierungs- 
weges im Golgiapparat darstellt; 

20 Fig. 2 das Expressionssystem in Escherichia coli mit der Expression eines 

rekombinanten Zielproteins und das erfindungsgemasse Einfiihren 
eines spezifischen Glykosylierungswegs; sowie 

Fig. 3 die Legende fur die in Fig. 1 und Fig. 2 verwendeten Zeichen fur die 

25 Glykoproteinreste. 

Figur 1 zeigt die Expression von rekombinanten Glykoproteinen in eukaryotischen 
Expressionssystemen. Figur 1A zeigt die Expression eines Zielglykoproteins, da- 
bei ist der Zusammenbau der an Lipide gebundenen Oligosaccharide (LLO, Schritt 

I) und der Transfer des Oligosaccharids zum Protein mittels einer OTase (Schntt 

II) ein hochkonservativer Prozess, der im Endoplasmatischen Retikulum (ER) 
ablauft. Im Gegensatz dazu erfolgen die Modifikationen der Oligosaccharide im 
Golgiapparat zellspezifisch (Schritt III). 



30 
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Flgur IB zeigt ebenfalls die Expression elnes Zlelglykoprotelns In Eukaryoten, da- 
te! ist der Zusammenbau der an Lipide gebundenen Oligosaccharide (LLO, Schntt 
•I) undder Transfer des Oligosaccharids zum Protein mittels-etnerOTase (Schntt 
II) ein hochkonservativer Prozess, der Im Endoplasmatischen Retikulum (ER) 
ablauft. Zudem 1st der Versuch einer Genmanlpulation des existlerenden Glyko- 
sylierungsweges im Golgiapparat dargestellt. Zu diesem Zweck mussten die 
Wirtszeilen so manlpuliert werden, dass ein gewOnschtes Glykoprotein erzeugt 
wird Die »X»-Zelchen In den schematlschen Synthesewegen deuten Deletionen ,n 
den entsprechend auszuschliessenden Synthesewegen an. Mlt "Asn" lst]eweils 
, ein Asparagln-, mit "PP" ein Pyrophosphat- und mit »S0 4 " ein Sulfatrest bezelch- 
net. 

Beide Figuren 1A und IB zeigen, dass die Expression des rekombinanten Proteins 
ausserhalb des ER ablauft (Schritt lb) und dass dieses Zielprotein dann in das ER 
5 importiert wird (Schritt IIb).Die Zeichenerklarung fur die einzelnen Elemente der 
Oligosaccharide ergeben sich aus der Legende in Fig. 3. 

Um ein rekombinantes Glykoprotein zu erhalten, das eine speziflsche Oligosac- 
charidstruktur aufweist, musste eine komplexe Veranderung in eukaryotischen 

20 Zellen durchgefuhrt werden, welche grundlegende Stoffwechselwege betnfft und 
moglicherweise negative Auswirkungen auf die Lebensfahigkeit der Produktions- 
zellen haben konnte. Dies ist beim E. coll - System nicht der Fall: Hier wird die 
Veranderung dadurch erhalten, dass spezifische Komponenten des Glykosyhe- 
rungsapparates, welche zum gewunschten Glykoprotein fuhren (Fig. 2), m d.e 

25 Zellen eingefQhrt werden. 

Weil alle grund.egenden Komponenten (Monosaccharide) fur den Zusammenbau 

von Oligosacchariden in E. coli Zellen vorhanden sind, erfordert die erfindungs- 

gemass vorgeschlagene Losung die Einfuhrung: 
30 a) von bestimmten Glykosyltransferasen zum Zusammenbau der Oligosacchan- 
de auf einem Lipidtrager; und 

b) einer GTase, welche diese Oligosaccharide kovalent an bestimmte Reste des 
g e ^rincrhi-fin ProteigsJ^ipdet, _ - ' 
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Diese Losung bietet die Moglichkeit, die Oligosaccharidstruktur durch die Expres- 
sion bestimmter Glykosyltransferasen vorzubestimmen und beruhrt keine le- 
benswichtigen Funktionen der Produktionszellen. 

5 

Figur 2 zeigt das erfindungsgemasse Expressionssystem in Escherichia coli, wobei 
die Expression eines rekombinanten Zielproteins (Schritt lb) dargestellt ist, wel- 
ches der Glykoproteinsynthese zugefuhrt wird (Schritt lib). Urn ein spezifisches 
Glykoprotein in E. coll herstellen zu konnen, werden speziflsche Glykosyltransfe- 
10 rasen fur den Zusammenbau der an Lipide gebundenen Oligosaccharide (LLO"; 
Schritt I) in die Wirtszellen eingefuhrt. Die OTase bindet dieses Oligosaccharid 
kovalent an spezifische Reste des gewunschten Proteins (Schritt II). 



15 Beispiel 1 

Die Erfindung beruht auf der Erkenntnis, dass Campylobacter jejuni, ein Gram- 
negatives Bakterium Glykoproteine hersteilt. Das Gen von C. jejuni, welches das 
Glykoprotein AcrA kodiert, wurde mittels an sich bekannter Methoden in E. coli 
eingeschleust. Dadurch wurde E. coli befahigt, nicht-glykosylierte AcrA-Proteine 

20 zu produzieren (vgl. Fig. 2, Schritt lb). Darauf wurde mittels an sich bekannter 
Methoden ein Operon in E. coli eingefuhrt, welches a) spezifische Glykosyltrans- 
ferasen und b) eine OTase kodiert. Daraus resultierte die Fahigkeit von E. coli, 
ein spezifisch glykolsyliertes AcrA-Protein herzustellen (vgl. Fig. 2, Schritte I und 
II). Mittels an sich bekannter Methoden wurde diese erfindungsgemass erzeugte 

25 Fahigkeit von E. coli verifiziert, indem man an das heterolog hergestellte acrA- 
Protein hochspezifisch bindendes Lectin Soyabohnen-Agglutinin und glykosylie- 
rungsspezifische Antikorper binden liess. 
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Patentanspruche 



10 

2. 



3. 

15 

20 4. 
5. 

25 

6. 

30 



System zur Herstellung rekombinanter glykosylierter Proteine, dadurch 
gekennzeichnet, dass es einen prokaryotischen Organismus umfasst, in 
den eine genetische Information, die fur einen metabolischen Apparat ko- 
diert, der die geforderte Proteinglykosylierung ausfQhren kann, eingefuhrt 
ist. 

System nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es /V-glyko- 
sylierte Proteine produziert. 

System nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass der metaboli- 
sche Apparat spezifische Glykosyltransferasen zum Zusammenbau der Oli- 
gosaccharide auf einem Lipidtrager und eine OTase zum kovalenten Binden 
dieser Oligosaccharide an bestimmte Reste des gewiinschten Proteins um- 
fasst. 

System nach einem der Anspruche 1, 2 Oder 3, dadurch gekennzeichnet, 

dass der prokaryotische Organismus Escherichia coli ist. 

System nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dass der pro- 
karyotische Organismus /V-Glykane mit einer bestimmten Struktur produ- 
ziert, welche durch den Typ der spezifischen Glykosyltransferasen bestimmt 
ist. 

System nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der prokaryotische Organismus neben der genetische In- 
formation, welche fur einen metabolischen Apparat kodiert, der die gefor- 
derte Proteinglykosylierung ausfuhren kann, zusatzlich die genetische In- 
formation fur die Expression eines oder mehrerer rekombinanter Proteine 
enthalt. . 
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7. Verfahren zur Herstellung rekombinanter glykosylierter Proteine, dadurch 
gekennzeichnet, dass eine genetische Information, die fur einen metabo- 
lischen Apparat kodiert, .der die geforderte Proteinglykosylierung ausfiihren 
kann, in einen prokaryotischen Organismus eingebaut wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass /V-glykosy- 
lierte Proteine hergestellt werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass der metabo- 
lische Apparat spezifische Glykosyltransferasen zum Zusammenbau der Oli- 
gosaccharide auf einem Lipidtrager und eine OTase umfasst, wobei die OTa- 
se diese Oligosaccharide kovalent an bestimmte Reste des gewunschten 
Proteins bindet. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 9, dadurch gekennzeichnet, 

dass der prokaryotische Organismus Escherichia coli ist. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 9 oder 10, dadurch gekennzeich- 
net, dass durch Auswahl spezifischer Glykosyltransferasen der prokaryoti- 
sche Organismus /V-Glykane mit einer bestimmten Struktur produziert, wel- 
che durch den Typ der ausgewahlten Glykosyltransferasen bestimmt wird. 

12. Verwendung des Systems nach einem der Anspruche 1 bis 6 bzw. des Ver- 
fahrens nach einem der Anspruche 7 bis 11 zur Herstellung von Targets fur 
die Entwicklung von Medikamenten oder zur Produktion von Medikamenten 
fur Menschen, Tiere oder Pflanzen. 

13. Proteine fur Ernahrungszwecke und/oder pharmazeutische Verwendung, die 
mit dem System gemass einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 6 oder 
nach dem Verfahren gemass einem oder mehreren der Anspruche 7 bis 11 
hergestellt worden sind. 
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14. impfstoffe, Zytokine und dergleichen Medikamente fur Menschen, Tiere oder 
Pfianzen, die mit dem System gemass einem oder mehreren der Anspruche 

- 1 bis 6 oder nach dem Verfahren gemass einem oder mehreren derAnspru- 
che 7-bis 11 hergestellt worden sind. 

15. Industrielle Enzyme, spezieli konstruierte Nahrungsmittel (insbesondere 
functional food), Kosmetika, Verpackungsmaterialien oder Textilien, welche 
Proteine umfassen, die mit dem System gemass einem oder mehreren der 
Anspruche 1 bis 6 oder nach dem Verfahren gemass einem oder mehreren 
der Anspruche 7-bis 11 hergestellt worden sind. 
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Zusammenfassung 



System bzw. Verfahren zur Herstellung rekombinanter glykosylierter Proteine, 
welches dadurch gekennzeichnet ist, dass es einen prokaryotischen Organismus 
(z.B. Escherichia coll) umfasst, in den eine genetische Information, die fur einen 
metabolischen Apparat kodiert, der die geforderte Proteinglykosylierung ausfuh- 
ren kann, eingefuhrt bzw. eingebaut ist. Dieser metabolische Apparat umfasst 
bevorzugt spezifische Glykosyltransferasen zum Zusammenbau der Oligosaccha- 
ride auf einem Lipidtrager und eine OTase zum kovalenten Binden dieser Oligo- 
saccharide an bestimmte Reste des gewunschten Proteins. 



(Fig. 2) 
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